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OZET

G alfall geninden yoksun farelerde kalp hipertrofisinin gelistigi bilinmesine
karsin vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) ve bunun reseptorlerinden biri
olan VEGFR2’nin kalp hipertrofisinde ve koroner anjiogenezindeki rolii acikliga
kavusmamustir. G alfall geninin, VEGFR2’nin fosforilasyonunudaki roliinii
calismak amaciyla G alfall geninden yoksun (Galfall knockout) ve normal
(wildtype) farelerde tip 1 diyabet yaratilmistir. VEGFR2'nin total ve fosforile
formlarinin ekspresyonu kantitatif immunohistokimya yontemi ile koroner damar

ve miyokardiyal kas liflerinde arastirilmistir.

Diyabetin  etkisiyle VEGFR2’nin total ve fosforile formlarinin
ekspresyonunda, istatistiksel olarak anlamli bir azalma olustugu tespit edildi. Ay
etki hem kas liflerinde hem de koroner damarlarda gozlemlendi. G
alfallgeninden yoksun nondiyabetik ve diyabetik deneklerde p-VEGFR2
boyanma yogunlugu normal tip nonbiyabetik ve diyabetik deneklere oranla daha
az oldugu tespit edildi. Bu bulgular G alfall geninin VEGFR2’nin
fosforilasyonunda gerekli oldugunu gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: VEGF, VEGFR2, VEGFR?2 fosforilasyonu, diabetes mellitus



ABSTRACT

It is known that G alfall knockout mice develop ventricular heart
hypertrophy. But the role of vascular endothelial growth factor (VEGF) and
activation of its receptor VEGFR2 in heart hypertrophy and in coronary
angiogenesis remains to be clarified. To study the role of G alfall regulating
phosphorylation of VEGFR2 in coronary blood vessels and in myocardial fibers
of the diabetic animals, we induced diabetes mellitus (type 1) in wildtype and G
alfall knockout mice. Expression of total VEGFR2 and localization of activated
form of VEGFR2 were examined in coronary blood vessels and myocardial fibers

by using quantitative immunohistochemistry.

We detected a statisticaly significant decrease in expression at total and
phosphorylated forms of VEGFR2. Same effect were found in myocardial fibers
and coronary vessels. The staining intensities for p-VEGFR2 in G-protein G
alfall knockout Nondiabetic and G-protein G alfall knockout Diabetic animals
were weakly found than those of Wild-Type Nondiabetic and Wild-Type Diabetic
animals. No difference was found in staining intensities of p-VEGFR2 in
myocardial fibers between Wild-Type Nondiabetic and Wild-Type Diabetic
animals. This finding indicates that G alfall is essential for the phosphorylation
of VEGFR2 in myocardial fibers.

Keywords: VEGF, VEGFR2, phosphorylation of VEGFR2, diabetes mellitus
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GIRIS VE AMAC

Diabetes mellitus’un kardiyovaskiiler komplikasyon riskini 2-4 Kkat
arttirdig1 ve diyabetle iliski 6liimlerin dortte ti¢linii olusturdugu rapor edilmistir [1,
2]. Insulin bagiml (tip 1) ve insulin bagimli olmayan (tip 2) diabetes mellitus,
azalmig ventrikiiler diastolik gevseme, azalmis dolma zamani, ventrikiiler
hipertrofi ile karakterize olan kardiyomiyopati’ye sebep olur [3-5]. Diyabetik
kardiyomiyopati, iskemik kardiyomiyopatiden farklidir, bunun nedeni diyabete
bagli degisen hiicresel ortam degisikligidir. Hiicre ortamimin deg§ismesiyle
reseptor bagimli sinyal yolaklarida degismektedir, 6zellikle G protein aracili
aktivasyon gosteren proteinlerin kardiyomiyopatideki ekspresyonlart degisiklik

gosterir [6, 7].

G proteinleri, (Guanin niikleotid-baglayici proteinler) hiicrenin disindan
gelen sinyalleri hiicre icine ileten ve hiicre iginde degisiklikler olusturan bir
protein ailesidir. Bir¢ok hormonlar, nérotransmitterler ve diger sinyal iletim
molekiilleri, sinyallerini hiicre i¢ine bu yolla iletirler [8]. G proteinler,
heterodimerik bir yap1 gosterirler, a ve B alt tinitelerinden olusurlar. Ga/9 ve
Go/11alt iiniteleri memelilerde sadece kalpte eksprese olurlar. Ga/11proteini ve
mediatorleri patalojik hipertrofi de salinirken, normal fizyolojik durumda

goriilmez [9, 10].

Anjiogenez endotelyal hiicre proliferasyonu, migrasyon, morfolojik
diferansiasyon gibi ¢esitli hiicresel siirecler tarafindan regiile edilir ve intraseliiler
sinyal yolaklar1 ile yakindan iligkilidir [11]. VEGF anjiogenezi indiikler ve
endotelyal proliferasyonu, permeabiliteyi modiile eder ve arter, ven, lenf
damarlar1 i¢in endotel hiicresine spesifik bir mitojendir [12, 13]. VEGF, endotel
hiicresi i¢in sadece direk bir mitojen olmayip, ayni zamanda in vivo diizeyde

kapiller olusumunu stimiile eden potent anjiogenik bir role sahiptir [14].

VEGF’in, kardiyovaskiiler sistem iizerindeki etkilerini  hangi

mekanizmalar tizerinden gerceklestirdigi bu anlamda 6nem kazanmaktadir [15].
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VEGF’in bir multifonksiyonel sitokindir ve in vitro olarak endotel hiicrelerinde ve

in vivo olarak eriskin damarlarinda ¢esitli biyolojik etkilere sahiptir.

G proteininin kardiyak hipertrofide etkin oldugu yapilan caligmalarda
bildirilmistir [8], ancak VEGF ve onun reseptorlerinden biri olan VEGFR2 nin,
kardiyak hipertrofideki rolii heniiz tam agiklanmamistir. Calismamizda amacimiz;
Go/11 geninin diyabetik kardiyak hipertrofiye ve VEGFR2 mekanizmasi {lizerine
olan etkisini tespit etmektir. Bu amagla hem kalp kasinda hem de koroner
damarlarda, VEGFR2' nin ekspresyonuna bakilirken ayni zamanda onun aktif
formu olan fosforile VEGFR2' ye de bakilmasi planlanmistir, boylece kalp
kasinda diyabetin ve Go/11geninin etkisiyle VEGFR2’nin fosforilasyonunda ne
gibi bir degisiklik oldugu arastirilmistir.
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GENEL BILGILER
2.1.  Diabetes Mellitus
Tim diinyada en sik rastlanan endokrin hastalik olarak tanimlanan
diabetes mellitus (DM), hiperglisemi ile karakterize olan ve karbonhidrat, protein
ve lipid metabolizmalarinin bozuklugu ile seyreden, kronik ve progressif bir

hastaliktir.

2.2. Diabetes Mellitus’un Tarihgesi
Sekerli idrar yapma anlamina gelen Yunanca oldugu bilinen bu terimin

ilk kez milattan sonra ikinci ylizyilda kullanildig1 sanilmaktadir. Ancak milattan

once 1500'lere uzanan DM ile iliskili ilk tamimlamalara, Misir’daki Eber

yazitlarinda rastlanmistir. O giinden bu yana Yunanistan'dan Cin’e birgok hekim,

hastaligin klinik 6zelliklerini tanimlamistir. Romali hekimler diyabeti, mellitus ve

insipitus diye iki alt gruba ayiran kisilerdir [1].

2.3. Diabetes Mellitus’un Epidemiyolojisi
DM diinyanin bazi yerlerinde az, bazi yerlerinde c¢ok goriilmektedir.

Diinyada en biiyiik diyabet prevelans1t Amerika’da yasayan kizilderililerde olup,
goriilme oranm1 % 55 civarlarindadir. Gronland ve Alaska eskimolarinda ise DM
prevelansinin ¢ok diigiik oldugu saptanmistir. Gelecekte diyabet prevelansi daha
da yiikselecektir. Cogunluguda Tip 2 DM’dir. DM’li hastalarin artmasi, gelecekte
hasta sagligini tehdit eden en 6nemli konulardan biridir. 2000 yilinda 24.748 kisi
tizerinde yapilan Tiirkiye Diyabet Epidemiyoloji calismasinda, Tiirkiyede Tip 2
DM prevelanst %7.2 ve bozulmus glukoz tolerans1 prevelansi ise % 6.7 olarak
saptanmigtir. Giiniimiizde genel populasyonda % 0.5-1 goriilme orani ile 3. sirada
yer alan en &nemli kronik hastaliklardan birisidir [2]. Prof. Dr. ilhan Satman;
diyabet salgininin en 6nemli nedenini, toplumun yaslanmasi, daha fazla yemek
bulup daha az hareket edilmesi seklinde ifade etmistir. Ozellikle iilkemizin yas
ortalamasi, 97-98 yilinda yapilan bir calismaya gore 41 civarindayken, suanda 44-
45 civarinda oldugunu bildirmistir [3].



2.4. Diabetes Mellitus’un Fizyopatolojisi
Diabetes mellitus’un olusumunda bilinen birincil sebepler; insiilin

yoklugu, yetersizligi veya insiilin reseptdrlerinin insiiline direncidir. Bu olaylarin
etiyolojik nedeni heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Diyabetin genetik ve

cevresel etkiler sonucu gelistigi kabul gormektedir [4].

DM'de hiperglisemi iki bozukluga bagl olarak gelisir: 1- Karaciger ve kas
dokusunda olupan insiilin direnci, 2- Pankreasta insiilin iretiminin gittikge
azalmasi. Insiilin direnci, halen bilinmeyen genetik defektlerle birlikte, ¢evresel
etmenlerin etkisi ile gelisir. Cevresel etmenlerden en 6nemlileri obezite ve fiziksel
aktivite eksikligidir. DM'in dogal seyri sirasinda, erken donemde insiilin direnci
ve normal glukoz toleransi olan Kisi, asir1 miktarda insiilin salgilayarak uyum
saglamaya calisir. Pankreastan, kas ve karaciger dokusunun insiilin direncini
yenecek diizeyde insiilin salgilanamadigi zaman ise hiperglisemi gelisir. DM olan
hastalarda, hem kas dokusu hem de karaciger insiiline direnglidir. Normal bir
oglinle alman glukozun biiyiikk ¢ogunlugu (%70'e yakin boliimii) kas dokusu
tarafindan kullanilir. Kas dokusunda insiilin direnci, tokluk hiperglisemisi ve
bozulmus glukoz toleransina neden olur. Karacigerin de insiilin etkisine rezistansi
olmasina karsin, glukoz toleransi bozulmus kisilerde hiperinsiilinemi karacigerden
aclik sirasinda glukoz salgisina engellemeye yetecek diizeydedir. Boylece aglik
plazma glukoz diizeyi normalin fiizerine ¢ikmaz [5]. Hiperinsiilinemi, beta
hiicrelerinin insiilin direncini yenmek {izere verdikleri bir tampon yanittir.
Insiilinin karaciger ve kas doku iizerine etki farki bdyle agiklanmaktadir:
Karacigerden glukoz salgilanmasini baskilamak i¢in gerekli olan insiilin miktart,
kas dokusuna glukoz emilimini saglamak i¢in gerekli olan insiilin miktarinin 1/3-
1/4'G kadardir. Zaman iginde karacigerin insiilin direnci yiikselerek aclik kan
sekerinde kiigiik bir artisaa neden olur. Bu kisilerin aglik glukoz diizeyi bozularak
110-125 mg/dl diizeyine yiikselir. Sonugta pankreastan insiilin salgis1 azalip
karacigerden uyku saatleri boyunca glukoz salgis1 artarak aglik kan sekeri 125

mg/dI’nin lizerine ¢ikar [6].



2.5. Diabetes Mellitus’un Tan1 Kriterleri
Diyabet tanisi, klasik semptomlar ve komplikasyonlar var ise kolaylikla

konabilir. Bununla birlikte, erken tan1 ve bazi laboratuvar yontemlerinin dogru
sekilde kullanilmasi, sonuglarin tani kriterlerine uygun olarak degerlendirilmesi
onemlidir. Genellikle plazma glukoz kriterine bagli olarak diyabet tanis1 konulur,
ya aglik plazma glukozuna bakilir ya da 75 g oral glukoz testinden sonra 2-saat
plazma glukozu degerine bakilir. Amerikan Diyabet Birligi (ADA), Uluslararasi
Diyabet Federasyonu (IDF) ve Avrupa Birligi Diyabet Calismast (EASD)
tarafindan 2009 yilinda olusturulan Uluslararast Uzman Komitesi, HbAlc
degerini diyabet tamisinda diglinci bir segenek olarak eklemistir. Ancak
HbAlc’nin tanm1 asamasinda kullaniminin gerekli bir uygulama olmadigi

vurgulanmaktadir [4].

2.6. Diabetes Mellitus’un Siniflandirilmasi
Diyabetin tip 1 ve tip 2 olmak iizere iki tipi vardir. Tip 1 diyabet,

pankreasin beta hiicrelerinin iirettigi insiilinin ortadan kalkmasi ile ortaya ¢ikan ve
sonugta tam insiilin yetersizliginin olusmasi ile karakterize bir hastaliktir. Bu tip
diyabet “bagisiklik-aracili” ya da “idyopatik” olarak ikiye ayrilabilir. Tip 1
diyabet hastalarinin ¢ogunlugunu bagisiklik-aracili tip olusturur. Bu tipte
pankreasin beta hiicrelerinde olusan kayiplarin temel sorumlusu, T-hiicre aracili
otoimmiin yanittir. Tip 2 diyabet, insiilinin etkisine karsi, direng gelismesi ya da
insiilin duyarliginin azalmasi ile insiilin sentezi ve salgilanmasinin goreceli
azalmasi ya da bazen tamamen ortadan kalkmasi ile ortaya c¢ikan bir hastaliktir.
Dokularin instiline kars1 verdikleri yanitin bozulmasinin baslica sorumlusu hiicre
membraninda bulunan insiilin reseptoridir [7, 8]. Tip 1 ve tip 2 diyabetin
makrovaskiiler komplikasyonlari, koroner kalp hastaligi, serebrovaskiiler hastalik,
periferik  damar  hastalifi ~ olarak  siniflandirilirken;  mikrovaskiiler

komplikasyonlar1 retinopati, nefropati ve noropatidir.

2. 7. Deneysel Diyabetik Kalpte Goriilen Mekanik Degisiklikler
B-adrenerjik reseptor (B-AR) agonistlerin inotropik ve kronotropik

yanitlarinda azalmanin olmasi, streptozotosinle olusturulan diyabetik (Tip 1)
hayvan modellerinde tipiktir [9-11]. Bradikardi, streptozotosin (STZ)

injeksiyonundan hemen sonra diyabetik siganlarda en siklikla ortaya c¢ikan
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bulgudur [12]. Vagal aktivite artisi, asetilkolinin kronotropik yanitlarina artmis
olan duyarlilik ve azalan sempatik stimiilasyon, diyabetik kalpte bradikardi
olusmasina yol agmaktadir. Buna ek olarak kalbin elektriksel 6zelligindeki ve
kalsiyum kullanimindaki degisiklikler de diyabetik bradikardiye neden olabilir
[13]. Ote yandan, STZ ile indiiklenen diyabetik sican kalp modelinde in vitro ve
in vivo arastirmalarda, kalbin kasilma ve gevseme islevlerinin géstergesi olan

+dp/dt degerlerinin 6nemli 6l¢iide azaldigr saptanmustir [14].

Diyabetik kalpte B-AR sayisindaki azalmanin, inotropik ve kronotropik
yanitlarin bozulmasina neden olabilecegi 6ne siirtilmektedir [15, 16]. Kardiyak -
AR reseptor sayisindaki azalmaya yol acan faktorler arasinda hipotiroidizm ve
artmis katekolamin turnover’s ve buna bagl olarak gelisen reseptor down-
regiilasyonu bulunmaktadir [13, 15]. Savarase ve Berkowitz yaptiklari ¢alismada,
STZ ile indiiklenen diyabetik sigan kalp modelinde, B-AR sayisinda goriilen
%28’1ik bir azalmanin kalp atim hizinda % 24’likk bir azalmaya eslik ettigini
belirlemistir [16].

2.8. Diyabetin Kardiyovaskiiler Hastahklar Uzerindeki EtKisi
Diyabet, obezite, dislipidemi ve hipertansiyon, koroner arter hastaligi,

kardiyak hipertrofi ve kalp yetmezligi i¢in bagimsiz birer risk faktoriidiir [17, 18].
Bunun yanisira diyabetde spesipik bir kardiyomiyopatinin varhigimi ortaya
konmustur [19-21]. Miyokard hiicrelerinde artan miyofibril sayisi, kas Kitlesinde
artisa sebep olmaktadir bu durumun sonucu olarak da, sol ventrikiilde serbest
duvar ve interventrikiiler septum kalinliklart artmaktadir. Miyokardiyal hiicrelerde
goriilen bu kitle artisinin yaninda, interstisyel ve perivaskiiler alanlarda da fibrotik
degisiklikler goriilmektedir [22]. Bunlarin sonucunda, kalbin diastolik ve sistolik
fonksiyonlarinda azalma goriiliirken, bunlarin hepsinden de 6nemli olarak, kalbin
mikrosirkiilasyonunda ¢ok Onemli degisiklikler goriilmektedir. Hipertrofik
kalplerde goriilen ateroskleroz ve damar hastaligi, ¢esitli yonleriyle hipertrofik
olmayan hastalardan farkliliklar gostermektedir. Genellikle eslik eden
hipertansiyon bu hastalarda, sadece epikardiyal ana koroner arterlerde degil,
kiiglik capli arterlerde de medial kalinlasma ve intimal hasara yol agmaktadir [23,

24]. Ayrica kalp kasindaki hipertrofiye oranla, kalbin damar agindaki dagilim,
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rolatif olarak yetersiz kalmaktadir [22]. Koroner arterlerdeki morfolojik
degisikliklerin yanisira, endotel ve damar duvarindaki miiskiiler hiicrelerdeki

biyokimyasal degisiklikler de yiliksek koroner rezistanslara yol agmaktadir [25].

Cok sayida ¢alisma, hi¢ vaskiiler hastaligi olmayan diyabetik hastalarda da
sistolik ve diastolik fonksiyonun bozuldugunu gostermektedir [26-30]. Koroner
kan akiminda, endotel-bagimli bozukluklarin, diyabetin etkisiyle olustugu
diistintilmektedir [30, 31]. Hiicre-dis1 matriksin degismesi, sol ventrikiilde sertlige
neden olmaktadir [32].

Diyabette, sol ventrikiil hipertrofisi,  genellikle hipertansiyona veya
diyabete bagli konsantrik hipertrofi olarak goriilmektedir ve bu hastalarin kalpleri,
hipertrofisi bulunmayan koroner arter hastalariyla morfolojik, histolojik ve
fizyolojik yonleriyle énemli farkliliklar gostermektedir [24]. Ornegin patalojik
anjiyogenez, kardiyak hipertrofide goriilen Onemli bulgulardan biridir.
Anjiogenezi etkileyen cesitli faktorler vardir, bunlarin basinda da VEGF
(Vasculer Endothelial Growth Factor) gelir. VEGF'in, hem fizyolojik hem de

patolojik angiogenezde ve lenfangiogenezde esansiyel rolii vardir [33-35].

2. 9. Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF)
Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF), anjiogenez ve vaskiiler

permeabilitede 6nemli rol oynayan bir faktordiir [36]. Yetiskinlerde VEGF, biitiin
miyokardiyum ve biiyiik damarlar dahil olmak {izere tiim vaskiilerize dokularda
eksprese olur [37]. VEGF, endotelyal hiicreler i¢in bir mitojen ve ¢ok fonksiyonlu
bir sitokindir. VEGF’in mitojenik aktivitesi biiylik oranda KDR (kinase domain
region) tarafindan kontrol edilir [38-40]. Bu ailenin iiyeleri; VEGF-A (Vascular
permability factor), VEGF-B (VEGF- related factor,VRF), VEGF-C (VEGF-
related protein,VRP), VEGF-D (c-fos-induced growth factor, FIGF), PGF
(Placental growth factor,) VEGF-E’ dir [41-43].

VEGF-A, anjiogenezi saglamakta ve damarsal gegirgenligi artirmada ¢ok
onemlidir [44] . Yeni damar olusumu ile hematojen metastazlarda rol oynar [45].

VEGF-B; VEGF-A ile ayn1 reseptdr lizerinden etki gosterdigi igin etkileri ¢ok
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benzerdir [46]. VEGF-C 4. kromozomda 4q34. 1-q34. 3 lokalizasyonunda, VEGF-
D ise X kromozomunda Xp22. 31 lokalizasyonunda bulunan gen tarafindan
kodlanmaktadir. Aym reseptdr iizerinden etki ederler. Oncelikli gorevi
lenfanjiogenezisi indiikleyip, diizenlemektir . iki faktoriin arttdn tiimoral
dokularda peritiimoral ve intratiimoral lenfanjiyogenezde artis oldugu ve bunun
sayesinde bolgesel lenfatiklerle baglant1 kurulup, lenfatik metastazlarin gelistigi

gosterilmistir [47].

NP-1,2
VEGFR-1 VEGFR-2 VEGFR-3

Sekil 2. 1. VEGF izoformlar1 ve reseptorleri [48].



Bu faktorlerin etki gosterdikleri reseptorler tirozin kinaz reseptorleri
olup; VEGFR1 (Flt-1), (fms- like tyrosin kinase), VEGFR2 (KDR, Kkinase
insertdomain-containing receptor), VEGFR3 (FIt-4) " diir [49, 50]. VEGFR1 ve
VEGFR2 vaskiiler endotelde bulunurlar [51]. Anjiyogenezi indiikleyerek etki
gosterirler. VEGFR3 esas olarak lenfatik damar endotellerinde bulunur [52].
Lenfanjiyogenezi indiikleyici rol oynar [53]. Intratiimoral lenfatik damarlarn
olusumunu saglayarak c¢evredeki bolgesel lenf damarlar ile baglanti kurdugu ve
boylelikle lenfatik metastaz olusumunu kolaylastirdig1 gosterilmistir [54]. VEGF-
A, VEGFR1 ve VEGFR2 iizerinden, VEGF-B ise VEGFR2 iizerinden etki
gostererek angiogenezis saglarlar [49, 55]. VEGF-C ve VEGF-D pre-pro-
polipeptidler olarak olusur ve proteolitik islemler sonrasinda VEGFR3 afiniteleri
artar. En matiir hali ise VEGFR2’ ye de etki edebilir. Boylelikle 6ncelikli olarak
VEGFR3’e etki ederek lenfanjiyogenezi saglar, VEGFR2’ye olan etkisi ile de
ayni zamanda anjiyogenezi arttirirlar [46, 56, 57]. VEGFRS3, reseptoriiniin
VEGFR-3s (uzun) ve VEGFR31(kisa) olmak tizere insanda iki ayri formu bulunur.
Bu ayrim molekiilde bulunan karboksil grubuna gore ayrilmaktadir. Uzun tip
dominanttir. Uzun tipinde ek olarak ii¢ tane tirozin (Tyr) grubu vardir ki,
bunlardan Tyr 1337 otofosforilasyonda énemli rol oynar. VEGF-C ve VEGF-D,
VEGFR3’ e baglandiginda adaptdr bir proteinin hizli tirozin fosforilasyonu ile
MAP kinaz aktivasyonu olur ve bdylelikle hiicre ¢ogalmasi, migrasyonu ve aktin
reorganizasyonu ile lenfanjiyogenez diizenlenir. VEGFR3 lenfanjiyogenezde
etkisi gosterilebilen nadir molekiillerdendir. Erken embriyolojik donemde bu
reseptOriin kardiovaskiiler sistem gelisiminde rol oynadig1 ve gelisimin ilerleyen
evrelerinde ise lenfatik damarlardaki endotel hiicrelerinde sinirli kalmakla
beraber, ¢ok eser miktarda kan damarlarimin endotellerinde de varligi
gosterilebilmisgtir.  VEGFR3 ligandlari VEGF-C ve VEGF-D ile birlikte
lenfanjiyogenezde ¢ok 6nemli rolii vardir (Sekil 2. 1.) [48, 58].

2.10. VEGF Reseptorlerinin Aktivasyonu
VEGF’nin reseptorii ile birlesmesini takiben reseptdre G proteinleri de

baglanir ve fosfolipaz-C’yi aktifler. Aktiflenmis fosfolipaz C’nin etkisi ile ikinci
haberciler olan diagilgliserol (DAG) ve inositol trifosfat (IP3) olusur. DAG,
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protein kinaz C’yi aktive eder. IP3’de hiicre i¢i kalsiyum seviyesini arttirip,
kalsiyum-kalmodulin kompleksi olusturarak, kalmodulin kinazlari aktive eder. Bir
dizi hiicre i¢i sinyal iletim proteinleri, bu kinazlar araciligiyla, fosforile edilerek
endotel hiicrelerinin proliferasyon, migrasyon ve diferensiasyonu saglanir.
VEGF’nin reseptorlerine baglanmasini, heparan siilfat proteoglikanlar
diizenlemektedir. Diisiik heparin konsantrasyonu VEGF baglanmasini arttirirken,

yiiksek heparin konsantrasyonun baglanmay1 azalttig1 bildirilmistir [59].

2. 11. VEGF Gen Ekspresyonunun Diizenlenmesi
Insanlardaki VEGF geni kromozom 6p21.3 iizerinde yerlesmistir. Kodlayici

bolge ~14 kilobaytlik (Kb) bir alan kaplamaktadir ve 8 eksondan olugmaktadir.
Tek bir pre-mRNA’nin alternatif birlestirilmesi ¢ok sayida farkli VEGF tiiriinti
olusturur [60].

VEGF, endotel hiicre farklilasmasi ve daha Onceden mevcut olan
damarlardan yeni kapillerlerin gelismesi i¢in gereklidir. Buna ek olarak, VEGF’in
hiicrenin yasamasi ve ciddi stres durumunda c¢ogalmasi i¢in yasamsal faktor
olduguna dair giiglii kanitlar mevcuttur. Hipoksi; hem in vivo, hem in vitro
ortamda VEGF geninin ekspresyonunda ana diizenleyicidir ve VEGF gen
transkripsiyonunu indiikklemektedir. VEGF geninde 28 baz ¢ifti (bp) hipoksi yanit
elementi (HRE) trankripsiyonun baslangic bolgesinin 1 kb karsisinda yer
almaktadir. Hipoksi durumunda VEGF geninin trankripsiyon aktivasyonu hipoksi
ile indiiklenebilen faktor-1 (HIF lalfa/beta)’in bu elemente baglanmasi araciligi
ile olmaktadir. HIF-1 alfa alt grubu oksijene hassas alt kismidir. Bunun aksine
hipoksiye yanit olarak VEGF’nin diizenlenmesinde transkripsiyon aktivasyonu
tek mekanizma degildir. Hipoksi VEGF gen transkripsiyonunu, VEGF-
MRNA'sinin gen transkripsiyonunu ve VEGF-mRNA'nin stabilizasyonunu
indiiklemektedir. Hipoksinin yanisira birgok sitokin, hormon ve biiylime faktorii
VEGF, mRNA’nin degisik hiicrelerde ekspresyonunda diizenleyici olabilir.
Birgok sitokin, hormon ve biiylime faktorii degisik hiicre tiplerinde VEGF-mRNA
ekspresyonunu diizenleyebilir. Epidermal biiylime faktorii, trasformasyon biiylime
faktori  beta (TGF-beta) veya keratinosit biiyiime faktorii, VEGF gen
ekspresyonunda etkindir. interlokin 1 (IL-1) ve Prostoglandin E2 (PGE2)
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kiiltiirdeki sinovyal fibroblastlar, VEGF ekspresyonunu indiiklemekte ve bu da
inflamasyondaki anjiogenezde bu tiir inflamasyon mekanizmalarina katkida
bulundugunu desteklemektedir [61]. Insiilin benzeri bilyiime faktdriiniin, kiiltiir
ortaminda kolorektal kanser hiicrelerinde, VEGF-mRNA ve protein indiiksiyonu
yaptigi  gosterilmistir  [62]. Tiroid stimiile edici hormon (TSH) ve
Adrenokortikotropik hormonda (ACTH), in vitro ortamda VEGF gen
ekspresyonunu indiikleyebilmektedir [62, 63].

2.12. G Proteinlerinin Yapisi
Cok sayida hormonal sinyal iletiminde gorev alan heterotrimerik G

proteinleri a, B ve y alt birimlerinden olusmaktadir [64]. Bu alt birimlere iliskin
ozellikler Tablo 2. 1’de gosterilmistir. a-alt birimi, guanin niikleotitleri baglayan
diger proteinlerle yapisal ve islevsel benzerlikler gosterir ve birincil yapist G
proteinini tanimlar. 21  ve y-alt birimleri birbirlerine sikica baghdirlar [65]. Her
G proteininde, B ve y kompleksi bulunmasina ragmen, G proteinleri o-alt
birimlerine gore siniflandirilir. a-alt birimi, guanin niikleotitlerinin (GDP veya
GTP) baglandig1 yiiksek ilgili tek baglanma bolgesine sahiptir. a-alt biriminin
GTP bagl formu Py kompleksinden ayrilir, membran i¢ yiizeyinde gegis yaparak
efektor molekiillerle etkilesime girer ve hiicresel yaniti olusturacak olan
zincirleme tepkimeyi bagslatir [66, 67]. Son yillarda o-alt birimi gibi Py
kompleksinin de, baz1 efektor molekiillerle etkilesime girebildigi ve bu

molekiillerin etkinligini degistirebildigi yapilan ¢alismalarla gosterilmistir [68].

G proteinleri GDP durumunda iken heterotrimerik (afy) yapidadir ve
reseptOr ya da efektorle etkilesim halinde degildir. Ligandin reseptdrle baglanmasi
ile reseptorde yapisal bir degisim gerceklesir ve G proteininin baglanmasi i¢in,
GDP’ de yer alan, yiiksek afiniteye sahip reseptor bolgesi agiga ¢ikar [69]. G
proteini ile ligand tarafindan uyarilmis reseptor arasindaki etkilesimin ¢ok sayida
bolge tizerinden oldugu ve G proteinin reseptor tarafindan uyarilmasi ile Ga’da
GDP’nin GTP ile yer degistirdigi bilinmektedir [70]. GTP’nin baglanmasi ile, a-
alt biriminin reseptore ve By kompleksine ilgisi azalir, Ga-GTP, By- alt biriminden
ayrilarak etkinlesir ve bir efektor molekiilii ile etkilesime girer. GTPaz aktivitesi

ortaya ¢ikmasiyla GTP’yi GDP’ye hidrolizler ve G proteinini aktif olmayan
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dinlenim durumuna dondiiriir. (Ga-GDP) efektorden ayrilarak, By-alt birimi ile bir
araya gelir [66, 69]. (Sekil 2.2.)

O Ekstraseliiler

: P
G-Protein

Gl

intraseliiler

Sekil 2. 2. G proteini ve alt tiniteleri [71]

Cesitli G proteinlerinin  birincil yapilar1 arasinda benzerliklerin
arastirtlmas1 sonucu yiiksek derecede benzerlige sahip birkag bdlge ortaya

¢ikarilmigtir [68]. Bu bolgeler sunlardir;

a) P Bolgesi: Hidrolitik siireclerde gorev aldigi sanilmaktadir. Bu
bolgenin baglit GDP’nin a ve B fosforil gruplarina yakin olmasi ve Gly—Val
mutasyonunun GTPaz aktivitesinin kaybolmasina neden olmasi bu varsayimi

giiclendirmektedir.

b) E Bolgesi: Efektor molekiilii ile etkilesime girmesi nedeniyle E
bolgesi olarak adlandirilmaktadir. Ras p21 proteinin E bolgesindeki mutasyonlar,
GTP baglama ozelligini etkilememeksizin, transformasyon etkinliginin yok

olmasina neden olmaktadir.

¢) G Bolgesi: Biitiin GTP-baglayan proteinlerde korunan bu bolge,

GTP’nin guanin halkasi ile dogrudan etkilesime girmektedir.
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d) G’ Bolgesi: Birgok GTP-baglayan proteinde yiiksek oranda
korunmustur. Bu bolgenin GDP veya GTP bagli durumlar arasindaki yapisal

degisimde gorev aldig1 sanilmaktadir.

e) G’ Bolgesi: GTP’ nin guanin halkasina yakin bir bolgesidir [70].

2.13. G Proteinin a-Alt Birimlerinin Yapisi
Tim a-alt birimleri kendi baglarina birer enzimdirler. Bu proteinler igsel

GTPaz etkinligine sahiptirler ve baglit GTP’nin son fosfatini hidrolizleyerek, bagl
GDP ve serbest fosfat (Pi) olugsmasini saglarlar. Gilinlimiize kadar 20 farkli G
protein a-alt birimi tanimlanmistir [72, 73]. a-alt birimleri 39-52 kDa molekiil
agirhiginda bir protein ailesidir. Amino asit dizilisi olarak aralarinda % 45-80
oraninda benzerlik vardir. Birincil yapilarmin farkliligi yaninda, ti¢ boyutlu
yapilar1 da farklidir [74]. Son yillarda G proteinlerinin yap1 ve islev baglantisini
aciklamak icin degisik ¢alismalar gerceklestirilmistir. Ayrica Ga-Gy etkilesimi
ve GTP-hidrolizini belirleyen etmenler gibi bir¢ok soruya yanit aranmistir. Bu
caligmalar, a-alt biriminin GTPaz bolgesi ve a-heliks bolgesi olmak iizere iki
bolgeden olustugunu ortaya koymustur [73]. GTPaz bolgesi, GTPaz ailesine iiye
tim proteinlerde ortaktir ve alti uzun B-seridi cevreleyen bes a-heliks’ten
olusmustur. Heterotrimerik G proteinlerine 6zgiin a-heliks bdlgesi ise tiimiiyle o-
heliks yapidadir [75]. GTPaz bolgesi, reseptor, efektor ve By-alt birimleri baglama
bolgesi igerir. a-heliks bolgesinin iglevi ise heniiz agikliga kavusmamistir [70]

(Tablo 2.1).
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Tablo 2. 1. Memeli G proteini a-alt birimleri

AILE | ALTTiP | EKSPRESYON YERI EFEKTORLER
Gos | Gass Koku epiteli hiicreleri Adenilat siklaz 1
GosL Retinal koni hiicreleri Ca= kanali 1
Gaolf Koku epiteli Adenilat siklaz 1
Gairo | Gogust Tat hiicreleri ?
Goir Retinal ¢ubuk tat hiicreleri, | cGMP fosfodiesteraz |

tat hicreleri

Got-c Retinal koni hiicreleri cGMP fosfodiesteraz T
Gaiz Tat hiicreleri Adenilat siklaz (tipl,V,VI) |
Gawo1 Noron,néroendokrin hiicre | Cakanali (L-/N-tipi) |
Gowo2 Noron,néroendokrin hiicre | Cakanali (L-/N-tipi) |

2. 14. G Proteinlerinin a-Alt birimlerinin Cesitleri
a-alt birimlerine gore G proteinleri Gas, Gai/o, Gog, Gal2 olmak {izere

dort aileye ayrilir. Gs proteini adenilat siklaz etkinligini arttirarak gorev yapar.
Adenilat siklaz etkinliginin artmasiyla cAMP sentezi artar ve cAMP ikincil
haberci olarak hiicre i¢i yanit1 baglatir. Hiicre igi yanitinin sonlanmasi GTP’nin
hidrolizlenmesiyle gergeklesir. Ancak bazi patolojik durumlarda bu mekanizma
aksayabilir. Gi proteini adenilat siklaz aktivitesini baskilayarak CAMP seviyesini
diistirtir [76]. Burada da bazi patolojik durumlarda bu mekanizmanin aksamasi
olasidir. Gq proteini fosfolipaz C enzimini etkinlestirir. Bu enzim ise PIP2
pargalayarak IP3 ve DAG olusmasimi saglar [77]. DAG protein Kinazlari
uyarirken, IP3 ise iyon kanallarini etkinlestirir. Bu gruba dahil olan Gie proteni
hematopoetik hiicrelerin sadece belli bir alt grubunda bulunmasina ragmen
islevsel olarak farkli bir¢ok reseptor tarafindan etkinlestirilebilmektedir. Gio ile
ilgili yapilmis ¢ok fazla calisma yoktur. Ga’ nin reseptorlerle etkilesiminin iig
bolgede gerceklestigi ileri siiriilmektedir. Reseptdriin etkinlesmesi sonucu Py
kompleksinden ayrilan a-alt biriminin bir¢ok ikincil haberci ile etkilesime girdigi

ve onlar diizenledigi bilinmektedir. Efektor-G protein etkilesiminin Go’nin arka
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yiiziinde ki bolgede oldugu diisiiniilmektedir. Yapilan ¢aligmalar, adenilat siklazi
uyaran bolgenin Gas’in karboksil ucunda 235-356 bolgesinde bulundugunu
gostermistir [78]. Bu bolgedeki kalintilara iliskin mutasyonlar adenilat siklazi
uyarma yeteneginde azalmaya neden olmaktadir. a-alt biriminin amino ucunun
By-alt birimi ile etkilesime giren bolge oldugu diisiinilmektedir[79]. o-alt
biriminin amino ucundan 2 kDa’luk bir parganin tripsinle uzaklastirilmasindan
sonra a-alt biriminin By-alt birimi ile birlesme 6zelligi yok olmaktadir. Ozellikle
7-10 amino asitlerin birlesme i¢in Onemli oldugu diisiiniilmektedir. Yapilan
caligmalar, 50-60 kalintilar civarindaki bir bdlgenin de etkilesimler agisindan

onemli oldugunu diistindiirmektedir [77-79]. (Sekil 2.3.)

Adrenalin,
Noradrenalin
e _° ?
o0 _o
/ . ; ) \
neyn FG_ EG'
Adenil Siklaz

)

Diiz Kas Hiicrelerinin
Gevsemesi,
Kalp Kasi Hiicrelerinin
Kasilmasi

Sekil 2. 3. Ga alt Gniteleri ve etkileri [80]

Gall’in fizyolojik diizeydeki koroner damarlarin fonksiyonlar ile kalp
hipertrofisi gibi patolojik siiregler ile ilgili oldugu bilinmektedir [81, 82]. Ancak,
koroner anjiogenez ve kalp hipertrofisinde VEGF ekspresyonu ve fosforilasyonu

tizerine etkileri heniiz arastirllmamustir.
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MATERYAL VE METOT

3.1 Denekler

Calismamiz normal ve G protein Gal1’den yoksun 64 disi C57BL6 fare
tizerinde gergeklestirildi. C57BL6 normal tip fareler Charles River
Laboratories’den (Sulzfeld, Germany) temin edildi. Tiim denekler 12 saat gece,
12 saat glindiiz siklusunda ve her kafeste 4 denek olacak sekilde sinirsiz yem ve
su ile beslendi.Denekler iizerinde yapilan tiim islemler Akdeniz Universitesi Tip
Fakiiltesi Hayvan Bakim-Kullannom ve Hayvan Etik Kurulu tarafindan
degerlendirilmis ve onaylanmistir ( 2014.08.02).

3. 2. Deney Gruplari
Denekler randomize olarak dort gruba ayrildi (Tablo 3. 1).

Tablo 3. 1. Deney gruplari

Streptozotosin Denek

enjeksiyonu sayist
Normal-tip + Nondiyabetik (WT-NDM) - 16
Normal-tip + Diyabetik (WT-DM) + 16
Gall geninden yoksun + Nondiyabetik (KO-NDM) - 16
Gall geninden yoksun + Diyabetik (KO-DM) + 16

3.3. Diyabetin Olusturulmasi ve Diyabet Olusumunun Tespiti
8 haftalik farelere intraperitoneal olacak sekilde tek doz Streptozotosin

(0.1 mol/L sitrat tamponu, pH 4. 5 (130 mg/kg)) veya sadece tasiyici (0.1 mol/L
sitrat tamponu) verildi. Deneklerin enjeksiyon bolgesi iyot solusyonu ile silindi.
Daha sonra dozu denek agirligina gére ayarlanmis olan streptozotosin 25G
kalinligindaki igne yardimiyla intraperitoneal olarak verildi. Sitrat tamponu

verilen denekler ise kontrol olarak belirlendi.

Diyabet olusumunun teyit edilmesi amaciyla, streptozotosin
enjeksiyonundan 24 saat sonra kan glukoz seviyesi deneklerin kuyruk veninden
alinan kanda (2 pl) bir glukometre (GlucoMen, GlycO, A. Menarini Industrie,

Farmaceutische) kullanilarak oOlgiildii. Daha sonra glukoz seviyeleri ve viicut
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agirliklart haftalik olarak kayit edildi. Sonug olarak, 8 hafta boyunca kan glukoz
seviyeleri 300 mg/dl’den fazla olan deneklerin diyabet olduklari kabul edildi.

3.4. Kardiyak Hipertrofinin Tespiti
8.haftanin  sonunda  tim  deney  gruplarindaki  deneklerin

elektrokardiyografileri ¢ekildi. Bu islem anestezi altinda ultrasonik sistemle
(iE33, Philips Medical Systems, Andover, MA, USA) yapildi ve deneklerin
LVEDD (Left ventricular end-diastolic dimension), LVPW (Left ventricular
posterior wall thickness), LVM (Left ventricular mass), LVESD (Left ventricular

end-sistolik dimension) degerlerinin 6l¢timii kaydedildi.

3.5. Deneklerin Sakrifikasyonu ve Doku Eldesi
Diyabetin olusturulmasindan 8 hafta sonra denekler servikal dislokasyon

ile sakrifiye edildi. Torakotomi yapilarak kalp ¢ikarildi ve 0.1 M fosfat tamponlu
salin (PBS) (pH 7.4, +4°C’de 24 saat) igerisinde ¢6ziinmiis olan %4’lik 0.1 M
PBS ile dokular yikadiktan sonra Ornekler kriyokoruma amaciyla %20°lik
sakkaroz (0.1 M PBS, pH 7.4, 48 saat, +4°C) igerisinde bekletildi. Ardindan
ornekler kriyomatrikse (Tissue-Tek) gomiildii ve 7 pm kalinliginda olacak

sekilde kriyostatla (Leica 1005, Leica, Oberkochen, Germany) seri kesitleri alind.

3.6.  Immiinohistokimyasal Boyama
Immiinohistokimyasal boyamada asagida belirtilen antikorlar kullanildu:

1) Primer antikorlar

Santa Cruz Biotechnology
a) FIk-1 (C-1158) rabbit polyclonal antibody against amino acids sequence of FIk-
1 of mouse: sc-504
b) p-Flk-1 (Tyr 951) rabbit polyclonal antibody against amino acids sequence
phosphorylated Tyr 951 of Flk-1 of human: sc-16628-R

Cell Signaling

a) VEGFR Receptor 2 (55B11) Rabbit mAb. Rabbit monoclonal antibody against

C-terminal amino acid sequence of human VEGFR2
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b) phospho-VEGF Receptor 2 (Tyr951) (15D2) Rabbit mAB. Rabbit monoclonal
antibody against amino acid sequence phosphorylated Tyr 951 of human
VEGFR2.

2) Sekonder antikor
Goat anti Rabbit IgG (Vector Labs.)

Immiinohistokimyasal analiz i¢in kulanilan reaktifler

Bovine Serum Albumin (Sigma)

Normal Goat Serum (Vector Labs.)

Seri alinan kesitlerde, Avidin-Biyotin-Peroksidaz kompleksi metodu ile
immiinohistokimyasal boyama yapildi. Bunun i¢in dncelikle kesitler 2x15 dakika
0.05 M TBS (Tris-buffered salin, pH 7.6) ile yikandi. Endojen peroksidaz
aktivitesinin yok edilmesi igin kesitler %0.3’liikk H2O> ile 20 dakika karanlikta
inkiibe edildi. Spesifik olmayan baglanmalarin engellenmesi amaciyla kesitler
sirastyla  %1°lik sigir serum albumin (BSA) ve %10°luk normal kegi serumu
(NGS) ile yikandi. Ardindan +4°C’de 24 saat, Oncelikle kesitler primer
monoklonal antikor [(t-VEGFR, 1:500; Cell Signaling) (p-VEGFR2, 1:250; Cell
Signaling)] ve primer poliklonal antikor (primary polyclonal rabbit antibodies
against t-VEGFR2 (Santa Cruz) ve p-VEGFR2 (Santa Cruz) ile daha sonra da
biyotin ile konjuge olan anti-rabbit IgG (1:500, Vector Laboratories) ile inkiibe
edildi. Bu inkiibasyonlardan sona Kkesitler, %0.01’lik H202 ve %0.01’lik nikel
amonyum siilfat igeren, 0.05 M Tris-HCI tampon (pH 7.6) igerisinde hazirlanmis
olan, %0.05’lik 3,3-diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) (Sigma) ile
gorliniir hale getirildi. Seri kesitler negatif kontrol amaciyla primer ve sekonder
antikor igermeyen soliisyonlarla inkiibe edildi. Daha sonra 2x15 dakikalik yikama
islemi tekrarland1 ve sonrasinda 3’er dakika siireyle %50, 70, 80, 90, 95 ve
100’liik etanol serisinden gegirildi. Kesitler 1. ksilolde 2 ve Il. ksilolde 4 dakika
bekletilip entellan kullanilarak lamel ile kapatildi.
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3. 7. Immiinohistokimyasal Boyanmalarin Dansitometrik Analizi
Total ve fosforile VEGFR2 formlarinin koroner damarlardaki boyanma

dereceleri densitometrik analiz ile belirlendi. Bu analiz i¢cin gri 6l¢iim degerleri
alind1 ve bu degerler arka plan degeri olarak belirlendi. Bu degerlerin tim
kesitlerde Ol¢iime baslamadan 6nce aymi olmasina dikkat edildi. Daha sonra,
damar igeren alanlarin resimleri ¢ekildi. DAB ile boyanmis damar kesitlerinde
Ol¢iim yapildi. Bu 6l¢iim icin 151k mikroskobuna (Zeiss Axioscop-2) bagli olan
bilgisayardaki goriintii analiz yazilimi1 (Axiovision Version 4. 7, Carl Zeiss Jena,
Germany) kullamldi. Oncelikle doku 6rneginin olmadig1 (sadece lam-lamel olan
bolgede) dort alandan analiz i¢in Olglim yapildi. Kesit igeren bolgedeki
dansitometrik deger (dort alandaki dansitometrik 6l¢iim degerinin ortalamasi) ile
doku icermeyen alandaki dansitometrik degerin (dort alandaki dansitometrik
Olciim degerinin ortalamasi) ¢ikarilmasi sonucunda, gergek dansitometrik degere

ulasildi. Bu 6l¢tim her gruptaki tiim deneklere ait doku kesitlerinde tekrarlandi.

3.8.  Western Blot Analizi
Torakotomi ile ¢ikarilan kalp dokularindan, protein izolasyonu yapildi

sonrasinda Western blot teknigi ile total ve fosforile VEGFR2 proteinlerinin,
diyabetik ortamda ve G-protein Gall genin etkisi altindaki ekspresyonel

degisimleri gosterildi. Yapilan islemler asagida belirtildigi gibi uygulanmustir:

Doku ekstrakti hazirlamak igin, alinan doku ornekleri {lizerine T-PER
(Pierce) ornek tamponu eklendi ve homojenizatorde 5 dakika parcalanip
homojenize edildi. Orneklerin igerdikleri protein miktarlari tespit edilerek,
yiikleme soliisyonu ile 1/1 oraninda karstirildiktan sonra, 5 dakika boyunca

95°C’de su banyosunda kaynatildi.

Proteinin kD agirlig1 dikkate alinarak %10’luk jel hazirlanip, 30 pg /ml
oraninda protein igeren numuneler yiiklendi. Elektroforezde numuneler ilk 6nce
120V ve 30mA’de 20 dakika, sonrasinda ise 80V ve 30mA’de jelin sonuna kadar

yiiriitiildii. Elektrofezin ardindan jeldeki proteinleri membrana aktarmak igin
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immunoblotting yapildi. Blotlama islemi 15V ve 90mA’de gece boyu +4°C’de
gerceklestirildi. Proteinlerin PVDF transferinden sonra, pH’s1 7.4 olan, % 0.1
Tween-20 ilaveli Tris Buffer Soliisyonu (TBS-T) ile yikama yapildi. Membran 1,5
saat siire ile oda 1sinda TBS-T ile hazirlanan % 5°lik yagsiz siit tozu ile bloklandi.
Bloklamanin ardindan, 5 dakika TBS-T ile yikanan membran, daha sonra %5’lik
BSA (5 gr bovin serum albumin 100ml TBS-T igerisinde ¢oziilerek hazirlandi)
igerisinde diliie edilmis primer antikor ile +4°C’de gece boyu karistirici iizerinde
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda TBS-T ile 3 kez 10 dakika yikanarak, %
5’lik yagsiz siit tozu ile hazirlanan sekonder antikorla oda sicakliginda karistirict
lizerinde 1,5 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda TBS-T ile 3 kez 10 dakika
yikanip kemiluminisans ile 5 dakika karanlikta inkiibe edilip, karanlik odada
membrandaki protein bandlar1 hiperfilme aktarildi. Film gelistirici ve fiksatiften
gegirilip, distile su ile yikanip ardindan kurutuldu. Tiim bu islemler ayr1 ayr1 total

ve fosforile VEGFR2 ve B-aktin antikorlar1 i¢in de tekrarlandi.

3.0. Veri Analizi
Biitiin veriler ortalama + standart sapma olarak hesaplandi. Istatistiksel

analizler Kruskal Wallis testi (post hoc test olarak Bonferroni testi) kullanildu.
Bonferroni testi oncesinde istatistiksel anlamlilik diizeyi (p degeri) 0.05 olarak
belirlendi. Western blot analizi i¢in ise Sigma Stat for Windows, version 3.0
(Jandel Scientific Corp. , San Rafael, CA) yazilimi kullanilirken anlamlilik
seviyesi p<0.05 olarak belirlendi. Tiim analizlerde GraphPad Prism version 5.0

(GraphPad Software, Inc, San Diego, Calf) adli yazilim kullanildu.
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BULGULAR

4. 1. Kan Glukoz Seviyeleri

Kan glukoz seviyeleri Tablo 4.1’de belirtilmistir. Calismanin
baslangicinda deney gruplarinin kan glukoz seviyeleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark olmadigi (p>0.05) tespit edildi. Streptozotosin enjekte edilen
deney gruplarinda (WT-DM; 415 + 20 mg/dL, KO-DM; 420 + 18 mg/dL) ise
istatistiksel olarak anlamli seviyede kan glukoz diizeyinde artig gozlendi. (Tablo
4.1).

Tablo 4.1. Diyabet olusturulan deney gruplarinda kan glukoz diizeyleri (mg/dL).

Streptozotosin ~ Enjeksiyonu  Sonrast

3. Giin 14. Giin 28. Giin 42. Giin 56.Giin

WT-DM 350+ 15 390420 410+ 31 413+ 32 415+ 20

KO-DM 36716  389+2 1 412+ 23 415+ 32 420+ 18

4. 2. Diyabetin ve Gall Geninin Kalp Hipertrofisine Olan Etkisi
8. hafta sonunda yapilan elektrokardiyografi 6l¢lim sonuglari Tablo

4.2’de belirtildigi gibidir. Diyabetin etkisiyle sadece WT-DM ve KO-DM
gruplarinda diastolik ve sistolik, LVEDD (Left ventricular end-diastolic
dimension), LVPW (Left ventricular posterior wall thickness), LVM (Left
ventricular mass), LVESD (Left ventricular end-sistolik dimension) degerlerinde
istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu (p<0.05) tespit edildi. Diger gruplarda
ise istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gbzlemlenmedi. Dolayisiyla diyabetin
ve Gallgeninin kardiyak hipertrofinin olugsmasinda etkili oldugu sonucuna

varildi.
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Tablo 4. 2. Elektrokardiyografi sonuglari.

WT-NDM WT-DM KO-NDM KO-DM
(n=16) (n=16) (n=16) (n=16)
Septum  154:005 178:0027 158:008 176005
(mm)
*
LVESD 169007 |, oo, 171503 148:013
(mm)
Sistolik L(\n/]i]v)v 1294002 1740031 124+005 183+0.05*
septum 0712004 453, 004+ 0844005 1.2+005*
(mm)
L(\r/nEn'?)D 3874008 3154013+ 3794014 3.05%0.13*
Diastolik '-(\n/fr’n\’)v 082003 1124006+ 0824005 1.13+ 0.06*
VM 9746 125+ 11 + 106+ 5 126 + 9*
(mg)

+, p<0.05 WT-DM ile WT-NDM Kkarsilastirildiginda
* p<0.05 KO-DM ile KO-NDM Kkarsilastirildiginda

4.3. Kantitatif Immiinohistokimyasal Analiz
Calisma gruplarina ait 6rneklerin, Kantitatif immiinohistokimyasal

analizi sonucu asagidaki bulgular tespit edildi.

4.4. Koroner Damarlarda t-VEGFR2’nin Ekspresyonu

Diyabetin VEGFR2’in ekspresyonunda istatistiksel bir azalma
olusturdugu tespit edildi. Diyabetin etkisiyle WT-DM (WT-DM; 436.1 + 35.1
dansitometrik tinite) grubundaki VEGFR2’nin ekspresyonun, WT-NDM (WT-
NDM; 722 + 31.8 dansitometrik {inite) grubuna gore, istatistiksel olarak daha az
(p<0.05) bir boyanma yogunluguna sahip oldugu belirlendi. Ayrica KO-NDM
(KO-NDM; 317.2 + 36.8 dansitometrik {tnite) grubundaki VEGFR2’nin
ekspresyonunda, KO-DM grubuna (KO-DM; 264.5 + 35.8 dansitometrik tinite)
gore, istatistiksel olarak daha yiiksek (p<0.05) bir boyanma yogunlugu tespit
edildi. WT-DM (436.1 + 35.1 dansitometrik iinite) ve KO-DM (264.5 + 35.8
dansitometrik tiinite) gruplar1 arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir fark

(p<0.05) tespit edildi.

KO-NDM (317.2 + 36.8 dansitometrik iinite) ve KO-DM (264.5 + 35.8
dansitometrik iinite) gruplarinda WT-NDM (722 + 31.8 dansitometrik iinite) ve
WT-DM (436.1 + 35.1 dansitometrik {inite) gruplarma gore daha zayif bir
boyanma yogunlugu tespit edildi. Diyabet ile birlikte normal farelerde VEGFR2
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ekspresyonunda %39’luk biz azalma gozlenirken Gall geninden yoksun farelerde
ise %16’lik bir azalma gozlendi. Sonu¢ olarak en disik VEGFR2
ekspresyonunun Gall geninden yoksun diyabetik deneklerde oldugu gozlendi
(Sekil 4.1, Tablo 4.3).

Tablo 4. 3. Kroner damarlarda t-VEGFR2’nin ekspresyonu

GRUP t-VEGFR2 Denek
ekspresyonu sayist
(Dansitometrik iinite)

Normal-tip + Nondiyabetik (WT-NDM) 722 +31.8 16
Normal-tip + Diyabetik (WT-DM) 436.1 £35.1* 16
G-protein Gal1l yoksun + Nondiyabetik (KO-NDM) 317.2+36.8 16
G-protein Gal 1 yoksun + Diyabetik (KO-DM) 264.5 + 35.8 ** 16

*, p<0.05 WT-NDM ile WT-DM Kkarsilastirildiginda
** p<0.05 KO-NDM ile KO-DM Kkarsilastirildiginda

23



8  tVEGFR2
@

600+

BW[EZE 6%

Dansitometrik Unite
5
@

2004
0
= = = =
o o [m)] (=]
Z £ Z 3
E = @) i
s X
Normal Gruplar Gaoll geninden yoksun gruplar

Sekil 4. 1. Koroner damarlarda VEGFR2’nin total formunun lokalizasyonu ve boyanma
yogunlugunun dansitometrik analizi.
A: WT-NDM, B: WT-DM, C: KO-NDM, D: KO-DM. a; WT-NDM grubu ile
kargilastirildiginda  istatistiksel fakliligi gostermektedir, b; WT-DM grubu ile
kargilastirildiginda istatistiksel faklhiligi gostermektedir, ¢; KO-NDM grubu ile
kargilastirildiginda istatistiksel fakliligi gostermektedir. Bar: 50 pm. *; kroner
damarlar1 gostermektedir.

4.5. Koroner Damarlarda p-VEGFR2’nin Ekspresyonu
VEGFR2’nin fosforile formunun ekspresyonu ile ilgili bulgularn,

VEGFR2’nin total formunun ekspresyonu ile ilgili bulgularla ayni ¢izgide oldugu
tespit edildi. Koroner damarlardaki en yiiksek fosforile VEGFR2 ekspresyonu
WT-NDM grubunda (661 + 33.1 dansitometrik iinite), diyabetin etkisiyle daha
diisiik fosforile VEGFR2 ekspresyonunun ise WT-DM grubunda (366 + 34.5
dansitometrik tinite) oldugu tespit edildi (Sekil 4. 2).

KO-NDM (261.1 + 34.6 dansitometrik {inite) ve KO-DM (229. 5 + 33.7

dansitometrik iinite) gruplarinda, WT-NDM (661 + 33.1 dansitometrik iinite) ve
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WT-DM (366 + 34.5 dansitometrik {inite) gruplarina gére daha zayif bir boyanma
yogunlugu tespit edildi. Diyabet ile birlikte WT farelerde, VEGFR2
ekspresyonunda %44°liik biz azalma gbzlemlenirken, KO farelerde ise %13’liik
bir azalma gozlendi. En diisik VEGFR2 ekspresyonu Go11’den yoksun diyabetik
deneklerde (KO-DM; 229.5 + 33.7) gozlendi (Sekil 4.2, Tablo 4.4).

Tablo 4. 4. Kroner damarlarda p-VEGFR2’nin ekspresyonu

GRUP t-VEGFR2 Denek
ekspresyonu sayisl
(Dansitometrik {inite)
Normal-tip + Nondiyabetik (WT-NDM) 661 +33.1 16
Normal-tip + Diyabetik (WT-DM) 366 +345* 16
G-protein Gal1 yoksun + Nondiyabetik (KO-NDM) 261.1+34.6 16
G-protein Gal 1 yoksun + Diyabetik (KO-DM) 229.5+33.7 ** 16

*, p<0.05 WT-NDM ile WT-DM Karsilagtirildiginda
** p<0.05 KO-NDM ile KO-DM Kkarsilastirildiginda
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Sekil 4.2. Koroner damarlarda VEGFR2’nin fosforile formunun lokalizasyonu ve boyanma
yogunlugunun dansitometrik analizi.
A: WT-NDM, B: WT-DM, C: KO-NDM, D: KO-DM. a; WT-NDM grubu ile
karsilasgtirildiginda  istatistiksel fakliligi gostermektedir, b; WT-DM grubu ile
karsilagtirildiginda istatistiksel fakliligi gostermektedir, c¢; KO-NDM grubu ile
karsilasgtirildiginda istatistiksel fakliligi gostermektedir. Bar: 50 pum. *; kroner
damarlar1 gostermektedir.

4. 6. Kalp Kas:1 Liflerinde t-VEGFR2’nin Ekspresyonu
Diyabetin miyokardiyal kas liflerinde VEGFR2’in ekspresyonunda

istatistiksel bir azalma olusturdugu tespit edildi. WT-NDM  grubundaki
VEGFR2’nin ekspresyonun (WT-NDM; 755. 7 + 38. 9 dansitometrik tinite), WT-
DM grubuna (WT-DM; 426. 1 + 34. 2 dansitometrik {inite) gore, istatistiksel
olarak daha fazla (p<0.05) bir boyanma yogunluguna sahip oldugu tespit edildi.
Diyabet etkisi ile VEGFR2 ekspresyonunda yaklasik olarak %44°liik bir azalma
goriildi (Sekil 4. 3).
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Ayrica KO-NDM grubunda VEGFR2’nin ekspresyonun (KO-NDM; 320
+ 33.8 dansitometrik inite), KO-DM grubuna (KO-DM; 269.5 + 15.2
dansitometrik tinite) gore istatistiksel olarak daha yiiksek (p<0.05) bir boyanma
yogunluguna sahip oldugu tespit edildi. WT-DM (426.4 + 34.2 dansitometrik
tinite) ve KO-DM gruplant (269.5 £ 15.2 dansitometrik iinite) arasinda da
istatistiksel olarak anlamli bir fark (p<0.05) tespit edildi (Sekil 4. 3).

KO-NDM (320 + 33.8 dansitometrik iinite) ve KO-DM (269.5 + 15.2
dansitometrik tinite) gruplarinda, WT-NDM (755. 7 + 38. 9 dansitometrik tinite)
ve WT-DM (426. 4 + 34. 2 dansitometrik tinite) gruplarina gore, daha zayif bir
boyanma yogunlugu tespit edildi. Diyabet ile birlikte normal farelerde VEGFR2
ekspresyonunda %43’liikk biz azalma gozlenirken, Gal1’den yoksun farelerde ise
%16°lik bir azalma gozlendi. En diisik VEGFR2 ekspresyonu, Gal1’den yoksun
diyabetik deneklerde tespit edildi (Sekil 4. 3, Tablo 4. 5).

Tablo 4. 5. Miyokardiyal kas liflerinde t-VEGFR2’nin ekspresyonu

GRUP t-VEGFR2 Denek
ekspresyonu sayist
(Dansitometrik tinite)

Normal-tip + Nondiyabetik (WT-NDM) 755.7 +38.9 16
Normal-tip + Diyabetik (WT-DM) 426.1 +£34.2* 16
G-protein Gal1 yoksun + Nondiyabetik (KO-NDM) 320+33.8 16
G-protein Gal 1 yoksun + Diyabetik (KO-DM) 269.5 £ 15.2 ** 16

*, p<0.05 WT-NDM ile WT-DM Kkarsilagtirildiginda
** p<0.05 KO-NDM ile KO-DM Kkarsilastirildiginda
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Sekil 4. 3. Miyokardiyal kas liflerinde VEGFR2’nin total formunun lokalizasyonu ve boyanma
yogunlugunun dansitometrik analizi.
A: WT-NDM, B: WT-DM, C: KO-NDM, D: KO-DM. a; WT-NDM grubu ile
kargilastirildiginda istatistiksel fakliligi gostermektedir, b; WT-DM grubu ile
kargilastirildiginda istatistiksel fakliligi gostermektedir, ¢; KO-NDM grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel fakliligi gostermektedir. Bar: 50 pm.

4.7.

Kalp Kasi Liflerinde p-VEGFR2’nin Ekspresyonu
VEGFR2’nin fosforile formunun ekspresyonu ile ilgili bulgularin,

VEGFR2’nin total formunun ekspresyonu ile ilgili bulgularla, ayni ¢izgide oldugu

tespit edildi. Koroner damarlardaki en yiiksek fosforile VEGFR2 ekspresyonu
WT-NDM grubunda (686.6 + 35.3 dansitometrik tinite), daha diisiik fosforile
VEGFR2 ekspresyonunun ise WT-DM grubunda (369.3 + 32.3 dansitometrik
tinite) oldugu tespit edildi (Sekil 4.4, Tablo 4.6).

KO-NDM (280.7 + 35.3 dansitometrik tlinite) ve KO-DM (233.7 + 27.6
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dansitometrik {inite) gruplarinda, WT-NDM (686.6 + 35.3 dansitometrik iinite) ve
WT-DM (369.3 + 32.3 dansitometrik iinite) gruplarina gore, daha zayif bir
boyanma yogunlugu tespit edildi. Diyabet ile birlikte normal farelerde, p-
VEGFR2 ekspresyonunda %46’lik biz azalma goézlenirken, Gall’den yoksun
farelerde ise %16°’lik bir azalma goézlendi. En diisiik p-VEGFR2 ekspresyonu,
Gall’den yoksun diyabetik deneklerde (KO-DM; 233.7 £ 27.6 dansitometrik
tinite) tespit edildi (Sekil 4.4, 4.6).

Tablo 4. 6. Miyokardiyal kas liflerinde p-VEGFR2’nin ekspresyonu

GRUP p-VEGFR2 Denek
ekspresyonu sayist
(Dansitometrik tinite)

Normal-tip + Nondiyabetik (WT-NDM) 686.6 = 35.3 16
Normal-tip + Diyabetik (WT-DM) 369.3 + 32.3* 16
G-protein Gal1 yoksun + Nondiyabetik (KO-NDM) 280.7+£35.3 16
G-protein Gal 1 yoksun + Diyabetik (KO-DM) 233.7 + 27.6** 16

*, p<0.05 WT-NDM ile WT-DM Karsilagtirildiginda
** p<0.05 KO-NDM ile KO-DM Kkarsilastirildiginda
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Sekil 4. 4. Miyokardiyal kas liflerinde VEGFR2’nin fosforile formunun lokalizasyonu ve
boyanma yogunlugunun dansitometrik analizi.
A: WT-NDM, B: WT-DM, C: KO-NDM, D: KO-DM. a; WT-NDM grubu ile
karsilastirildiginda  istatistiksel fakliligi gostermektedir, b; WT-DM grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel fakliligi gostermektedir, ¢; KO-NDM grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel fakliligi gostermektedir. Bar: 50 pm.
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4.8.  Western Blot Analizi Bulgular:
Deney gruplarindan alinan kalp dokularindan T-PER (Tissue Protein

Extraction Reagent) ile protein izolasyonu yapildi. Ardindan tim  deney
grublarindaki ve total ve fosforile VEGFR2 proteinlerinin yogunluklari western
blot yontemi ile belirlendi. Sonuglar1 kontrol etmek amaciyla, f-aktin antikoru ile
esit miktarda protein kullanip kullanilmadig: teyit edildi. Gruplardaki proteinlerin
western blot bantlari, ImageJ (NIH) programi ile kantite edilerek degerler

istatistiksel olarak degerlendirildi.

Total ve fosforile VEGFR2 proteinlerinin, hem normal tip, hem de Gall
geninden yoksun diyabetiklerdeki ve de kontrol gruplarindaki ekspresyonlari
Sekil 4.5°de izlenmektedir. Deney grublarindan alinan kalp dokularindan izole
edilen proteinlerdeki total ve fosforile VEGFR2 western blot bantlarinin, hem
normal tip, hem de Gall geninden yoksun diyabetiklerde, kontrol grubuna gore

istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) miktarda, daha az yogun oldugu belirlendi.
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Sekil 4. 5. Miyokardiyal kas liflerinde VEGFR2’nin total ve fosforile formlarmin western blot
bantlar1 izlenmektedir.
#, WT-NDM grubu ile WT-DM grubu karsilastirildiginda istatistiksel faklilig:
gostermektedir, *; KO-NDM grubu ile KO-DM grubu karsilastirildiginda istatistiksel

faklilig1 gostermektedir.
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TARTISMA

Diyabetik hastalarda aterosklerozun ¢abuk gelisen formu siklikla goriliir
[83]. Koroner arter hastaliginin tedavisinde, pek¢ok gelismenin olmasina ragmen
rekiirrent koroner kalp hastalig1 orani hala yiiksek seviyededir ve mortalite orani
diyabetli kisilerde daha yiiksektir [83-85]. Diyabetik aterosklerozun nedenlerinden
biri, hiperglisemik ortamin vaskiiler diiz kas proliferasyonunu ve
normoglisemiden dolay1 daha hizli bir sekilde migrasyonu indiiklemesidir [83, 85,
86].

Koroner damardaki kollateral damar formasyonu, damarin obstriiksiyonu
sirasinda miyokardiyal fonksiyonun korunmasina yardim eden bir faktordiir.
Koroner kollateral damarlarin varligi, koroner damarlarin akut okliizyonu sonrasi
fonksiyonel defisitin miyokardiyal iskemi derecesini azaltir [87, 88]. Pekgok

calismada bu dnemli mekanizmada VEGF’in rol aldig: bildirilmistir [88, 89].

Varolan bir damardan, yeni damarlarin olusmasi anjiogenez olarak
bilinir.  Anjiogenez, fizyolojik (06rnegin embriyolojik gelisim ve yara
iyilesmesindeki anjiogenez) ve patolojik (tiimor gelisimi ve metastazdaki
anjiogenez) durumlar agisindan anahtar bir rol oynar [36]. VEGF’in postnatal
anjiogenez ve kanser, inflamasyon, kalp yetmezligi [90], kardiyak hipertrofi [36,
91], periferik arter hastaligi [92], iskemik kalp hastaligi [93] ve vaskiiler
yetmezlikler [88, 94, 95] gibi patofizyolojik siireglerde rol aldigina dair kanitlar

literatiirde rapor edilmistir.

Anjiyogenez, endotelyal hiicre proliferasyon, migrasyon, morfolojik
diferansiasyon gibi ¢esitli hiicresel siiregler tarafindan regiile edilir ve intraseliiler
sinyal yolaklar1 ile yakindan iligkilidir [96]. VEGF anjiogenezi indiikler ve
endotelyal proliferasyonu, permeabiliteyi, sagkalimi modiile eder [97] ve arter,

ven, lenf damarlarindaki endotel hiicresine spesifik bir mitojendir [98].
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VEGF endotel hiicresi igin sadece direk bir mitojen olmayip ayni zamanda in vivo

diizeyde kapiller olusumunu stimiile eden potent bir anjiogenik role sahiptir [98].

VEGF’in  kardiyovaskiiler —sistem iizerindeki etkilerini  hangi
mekanizmalar tizerinden gerceklestirdigi bu anlamda 6nem kazanmaktadir [99].
VEGF bir multifonksiyonel sitokindir ve in vitro olarak endotel hiicrelerinde ve in
vivo olarak erigkin damarlarinda gesitli biyolojik etkileri vardir. Bu biyolojik
etkilerini protein tirozin kinaz reseptorleri (VEGFR1ve VEGFR2) yardimiyla
gergeklestirir [100]. Bu reseptorler tirozin kinaz aktivitesine sahiptir ve 6zellikle
endotel hiicrelerinde eksprese olurlar [38-40] ve fizyolojik-patolojik siiregleri
regiile ederler [92]. VEGF’in spesifik reseptoriine baglanmasi, intraseliler kinaz
domainin otofosforilasyonuna yol agarak, lenfoendotelyal veya endotel
aktivitesinde kemotaktik ve mitojenik etkilerin goriilmesini saglar [101]. VEGFR2
cogunlukla endotel hiicrelerinin yilizeyinde lokalize olmustur ve VEGFR2’nin
endotel hiicre proliferasyonunu, migrasyonunu ve in vivo anjiogenezi baslattigi
bilinir [100].

Diyabetin, kardiyovaskiiler komplikasyon riskini 2-4 kat arttirdigi ve
diyabetle iligkili 6liimlerin % ’iinii olusturdugu rapor edilmistir [83, 102]. Tip 1 ve
Tip 2 diyabet, azalmis ventrikiiler diastolik gevseme, azalmis dolma zamani,

ventrikiiler hipertrofi ile karakterize olan kardiyomiyopatiye sebep olur [103-105].

Diyabetik kardiyomiyopati ve koroner arter hastaligi cesitli deney
hayvant modellerinde ¢alisilmistir [81, 82]. Diyabetik kardiyomiyopatinin
calisilmasi igin, uygun bir model, miyozin agir zinciri (MHC)-peroksizom
proliferator aktivasyonlu, reseptor-o (PPARa)’nin transkripsiyon faktoriiniin asiri
ekspresyonu olan fare modelidir. MHC-PPAR transgenik fareler, diger dokular
yerine kalbin diyabetik durumu ile aynm1 fenotipe sahiptirler. Bu farelerde, sistolik
ventrikiiler disfonksiyonunda, transgen ekspresyonu bagimli degisiklikler,
patolojik hipertrofik gelisimin gen markerlerinin aktivasyonu ve ventrikiiler

hipertrofiye sahip kardiyomiyopati gelisir [106]. Bir diger deney hayvani modeli
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ise bu ¢alismada uygulandigi gibi streptozotosinin sistemik verilmesidir [107].

Kardiyak enfarktiis modelinde, VEGF, VEGFR1, ve VEGFR2 mRNA
ekspresyonunun sirasiyla %275, %40 ve %375 oraninda arttig1 bildirilmistir [108].
Domuzlarda, kardiopulmoner bypass sonrasinda miyokardiyal VEGF ve VEGFR2
ekspresyonunun sirasiyla 4 ve 6 Kat arttig1 rapor edilmistir [109]. izole kalplerin
bulundugu soliisyona VEGF eklenmesi sonucu kardiyak fonksiyonda, koroner kan
akiminda, belirgin bir iyilesme oldugu da rapor edilmistir [110]. Bu ¢alismamizda
da streptozotosin ile indiiklenen hipertrofik diyabetik deneklerin kalplerinde,
VEGFR2’in ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli (p< 0.05) bir azalma
olustugu tespit edildi. WT-NDM grubunda, VEGFR2’nin ekspresyonunun (WT-
NDM; 722 + 31.8 dansitometrik iinite) WT-DM grubuna (WT-DM; 436.1 + 35.1
dansitometrik tinite) gore istatistiksel olarak anlamli bir artisla (p<0.05) daha
yogun bir boyanma olusturdugu tespit edildi. Ayrica KO-NDM grubunda,
VEGFR2 ekspresyonunda (KO-NDM; 317.2 + 36.8 dansitometrik {inite), KO-DM
grubuna (KO-DM; 264.5 + 35.8 dansitometrik tinite) gore istatistiksel olarak daha
yiiksek (p<0.05) bir boyanma yogunlugu tespit edildi. Yani diyabet ile birlikte
normal farelerde VEGFR2 ckspresyonunda %39’luk bir azalma gozlenirken,

Gall geninden yoksun farelerde ise %16’lik bir azalma gozlemlendi.

Streptozotosin ile indiiklenen diyabette kardiyomiyopati gelisir. Bu
kardiyomiyopati, azalmis ventrikiiler komplians ile karakterize abnormal diastolik
fonksiyon, azalmis sol ventrikiil kontraktilitesi, azalmis inotropik ve kronotropik
cevaplar ile karakterizedir [107, 111, 112]. Bizim g¢alismamizda da diyabetin
etkisiyle WT-DM ve KO-DM gruplarmin diastolik ve sistolik degerlerinde,
istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu (p<0.05) tespit edildi.

Diyabetik kardiyomiyopati, iskemik kardiyomiyopatiden ayr1 bir
durumdur. Diyabetik kardiyomiyopatide koroner arter hastaligi mevcut degildir
[104, 113]. Hiicre metabolizmasindaki degisikliklerde, Ozellikle G protein
ailesinin Gq smifinin roliiniin oldugu ve bu bu yolagin diyabetik kalp

hastaligindaki miyokardiyal hipertrofide rol aldigt ve G proteine bagh
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mediatorlerin, diyabetik ortamda, kalpte ekspresyonlarinin degistigi bildirilmistir
[114, 115]. Ornegin; Gaq proteinin ve protein kinaz C aktivitesinin, streptozotosin
ile indiiklenen diyabet sonrasi rat myokardiumunda arttig1 tespit edilmistir [116-
119]. Ayrica, diagilgliserol seviyesi de diyabetik kalplerde artig gosterir ve bu
durum artmus fosfolipaz C aktivitesini yansitmaktadir. Miyokardiyal protein kinaz
C aktivasyonunun, anjiotensin 1 reseptOr antagonisti ile diyabetik ratlarin tedavi
edilmesinde de kullanilabildigi rapor edilmistir [117]. Bu ¢alismada da VEGFR2
ekspresyonunda , WT-DM (436.1 + 35.1 dansitometrik {inite) ve KO-DM (264.5
+ 35.8 dansitometrik iinite) gruplar1 arasinda, bununla birlikte KO-NDM (317.2 +
36.8 dansitometrik iinite) grubu ile WT-NDM (722 + 31.8 dansitometrik iinite)
gruplari arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir fark (p<0.05) tespit edildi. Yani
hem diyabetik, hem de diyabetik olmayan Gall geninden yoksun gruplarda daha
zayif bir boyanma yogunlugu ortaya c¢ikti. En diisik VEGFR2 ekspresyonu,
Gall’den yoksun diyabetik deneklerde gozlemlendi. Bu sonuglar dogrultusunda
sunu diyebiliriz ki; Gall geni, VEGFR2 ekspresyonunda direk ya da dolayl aktif
bir role sahiptir, ve bu genin yoklugunda istatistiksel olarak anlamli bir azalma
(p<0.05) oldugu gibi, diyabetik ortamda da, VEGFR2’nin ekspresyonunu
baskilanmistir ve iki etken bir araya gelince KO-DM grubunda gozlemlendigi
gibi, en az boyanma ortaya ¢ikmistir. Bu konuda daha onceden yapilmis bir
calisma yoktur ve bu sonug literatlirdeki ¢alismalara 151k tutup, zemin olusturmasi

bakimindan olduk¢a anlamlidir.

VEGFR2’nin fosforile formunun ekspresyonu ile ilgili bulgularimizin
VEGFR2’nin total formunun ekspresyonu ile ilgili bulgularimiz ile ayni ¢izgide
oldugu tespit edildi.

Biitin bu  bulgular degerlendirildiginde, diyabetin VEGFR2
miyokardiyal liflerde ve koroner damarlarda eksprese oldugunu gostermektedir.
Ayrica, Gall’den yoksun diyabetik deneklerde goriilen total ve fosforile
VEGFR2 ekspresyonunun diismesinin de, Gal1’in ve diyabetin bu ekspresyonda
etkili oldugunu gostermektedir.
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SONUCLAR

Patolojik kardiyak hipertrofi ve diastolik disfonksiyon her iki diyabet
tipinde ortak bir 6zelliktir. Diyabetteki hipertrofik cevapta, asir1 nérohormonal
uyarilma sonucu, Gall’in  etkin oldugu ortaya ¢ikarmaktadir. Ayrica
VEGFR2’nin, protein kinaz aktivasyonunu igeren sinyal yolaklarin aktivasyonu
yolu ile, kardiyomiyopatinin ve fizyolojik-patolojik anjiogenezin baslatilmasi s6z

konusudur.

Bu ¢alismada, VEGFR2’nin ekspresyonunun anlamli seviyede diistiigii
tespit edildi. Gall’den yoksun farelerde VEGFR2’nin total ve fosforile
formlarinin normal farelere oranla, daha giicli bir sekilde diisiis gosterdigi
gozlemlendi. Bu durum, VEGF’in koroner damarlarda ve miyokardiyal liflerde
reseptOr aracili olarak regiile edildigi ve bu regiilasyonda Gall ile iligkili sinyal
yolaklarinin rol aldig1 tespit edildi. Sonug olarak, Gal1’in, VEGFR2’nin koroner
damarlarda ve miyokardiyal liflerdeki aktivitesine etki ettigi kanaatindeyiz.

Bu bulgular birlikte degerlendirildiginde, Gall ile iligkili sinyal
yolaklarinin, diyabetik ortamda gézlenen ventrikiiler hipertrofide ve VEGFR2’nin
total ve fosforile formlarinin ekspresyonunda, merkezi bir rol {stlendigini
gostermektedir. Bu ¢alisma sonucu elde edilen bulgular dogrultusunda, Gall ile
iligkili sinyal yolaklarinin ve de VEGF reseptorii(leri)’niin diyabet ile iligkili

kardiyak hastaliklar agisindan daha detayl arastirilmasi gerektigi kanaatindeyiz.
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